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Abstrakt
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Néazev diplomové price: Vliv generace polyamidoaminodendrimerti

s ethylendiaminovym jaddrem a aminoskupinami na periferii na (trans)dermalni

podéni 5-fluorouracilu.

Dendrimery Ize definovat jako vysoce rozvétvené makromolekuly ve tvaru
hvézdy s rozméry viddu nanometri a neomezenymi moznostmi aplikace v
biologickych i materidlovych védach.

Polyamidoaminové (PAMAM) dendrimery byly pouzity jako efektivni
enhancery (trans)dermdlni permeace nékolika aktivnich latek. Inspirovéna strukturou
dendrimeri PAMAM byla navrzena novéa tfida dendrimerti s aminoskupinami na
periferii a ethylenediaminovym jadrem. Opakujici se motiv bis(2-aminoethyl)glycinu
byl vyuZit pro genera¢ni rast az do tieti generace. Nové dendritické molekuly nulté,
prvni, druhé a tfeti generace byly testovdny na jejich schopnost zlepSit ukladani
S-fluorouracilu v riznych vrstvich lidské kiize pomoci ex vivo permeacnich
experimentl s Franzovymi difiznimi celami.

Vysledky naznacuji, Ze dendrimery v koncentraci 20 mg/ml v 60%
propylenglykolu ve vod¢ jako vehikulu jsou schopny dorucit 5-fluorouracil do rtiznych
vrstev klize a do akceptorové faze Franzovych cel, a to generacn¢ zavislym zpisobem

bez jakékoli selektivity.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Technology

Supervisor: Dr. Georgios Paraskevopoulos, Ph.D.

Consultant: Mgr. Anna Novackova

Author: Denisa Houskova

Title of thesis: Effect of the generation of amino-decorated polyamidoamine

dendrimers with ethylenediamine core at the (trans)dermal delivery of 5-fluorouracil.

Dendrimers can be defined like highly branched, star-shaped macromolecules
with nanometer-scale dimensions and unlimited applications in both biological and
materials sciences.

Polyamidoamine (PAMAM) dendrimers have been used to effectively enhance
the (trans)dermal drug delivery of several active substances. Inspired by the structure
of PAMAM dendrimers, a new class of dendrimers was designed having amino-
functionalized periphery and ethylenediamine core. A repeating motif of
bis(2-aminoethyl)glycine was used for generation growth up to the third generation.
The new dendritic molecules of zero, first, second and third generation were tested for
their ability to enhance the deposition of 5-fluorouracil in the different layers of human
skin ex vivo by using Franz diffusion cells.

The results suggest that the new dendrimers, at a concentration of 20 mg/mL
in 60 % propylene glycol in water as vehicle, are able to deliver 5-fluorouracil at the
different skin layers and at the acceptor phase of the Franz cells in a generation

depended manner without any selectivity.
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Uvod a cil prace

Vv s

Nejsvrchnéjsi vrstva kaize, stratum corneum, je ochrannou bariérou pro lidské t€lo. Tato
bariérova funkce musi byt prekondna, pokud mé byt ic¢innd latka doruc¢ena do kiize nebo pies
ktzi. Mnoho molekul bylo testovdno na jejich schopnost zvySovat depozici nebo pronikani
ucinnych latek touto cestou. Ideédlni enhancer (trans)dermalni permeace by mél byt schopen
reverzibilné narusit funkci koZni bariéry. PAMAM dendrimery byly testovédny a potvrzeny jako
uspesné enhancery koZzni permeace. Diky jejich jedinecné a vétvici se struktufe maji specidlni
vlastnosti, které jsou pro tuto funkci prospésné.

Hlavnim cilem této prace bylo navrhnout, syntetizovat a pln€ charakterizovat nizsi
generace novych dendritickych molekul s podobnymi strukturdlnimi charakteristikami jako
dendrimery PAMAM a vyhodnotit jejich G¢innost jako enhancert (trans)dermélni permeace.

Konkrétné¢ byl zkouman ucinek generace dendrimerti na doruc¢eni 5-fluorouracilu do riznych

vrstev kuze.



Teoreticka ¢ast

Teoreticka Cast této diplomové prace se zabyva lidskou kuzi, jeji strukturou a funkci.

Vv s

Detailnéji se zaméfuje na nejsvrchnéj$i vrstvu epidermis zvanou stratum corneum a dale
popisuje (trans)dermdlni podani 1éc¢iv, zdkladni rysy 1éCiv, kterd jsou vhodnd pro
(trans)dermalni podani, jaké jsou formy této aplikace 1é¢iv a ¢im je moZno tento proces ovlivnit

v 2

(enhancery). V dal$i ¢édsti jsou popsany dendritické molekuly, jejich vlastnosti, syntéza

a pouZziti.



1. Lidska kiize

Jednd se o nejvétsi organ lidského téla, ktery mlze zaujimat az 15 % celkové vahy
cloveka. [1] Napftiklad primérny ¢lovek véazici kolem 70 kg bude mit vahu ktize vice nez 5 kg
a jeji povrch bude piiblizné 2 m?. [2] Lidsk4 kiiZe m4 mnoho riiznych funkci. Jednou z nich je
ochrana téla pfed mechanickymi, fyzikdlnimi, biologickymi a chemickymi vlivy. [3] Mezi
fyzikdlni vlivy patii naptiklad teplota Ci vlhkost, mezi biologické pak viry a bakterie a mezi
chemické napiiklad cizorodé slouceniny. Kromé& ochranné funkce plni kiZe také funkci

senzorickou (napf. vnimani bolesti) [4] a funkci termoregulacni. KiZe se ti¢astni i dychdni. [3]

1.1 Stavba kiize a jeji funkce

Lidska kuze se skladd ze 3 vrstev (viz obrazek €. 1). Nejspodnéjsi vrstva se nazyva
hypodermis (téZ naptiklad subcutis, subdermis, podkoZi nebo podkozni tkan), nasleduje dermis

(Skéra) a nejsvrchngjsi ¢ast se jmenuje epidermis (pokozka). [3]

Vlas/chlu 3 P
/ P Por potni Zlazy

: |— Epidermis
Hladky sval
(vzprimovac
Mz - Dermis
Vlasovy vacek
Mazova zlaza
— Hypodermis
Vlasovy kofinek ‘
Receptory vlasového Potni zlaza
vacku Mechanoreceptory
Tukova tkan Cévy

Nervova zakonceni

Obrdzek ¢. 1 — 3 vrstvy lidské kiiZe (epidermis, dermis, hypodermis) [5]

Nejspodnéjsi vrstvou kize je tedy hypodermis (podkozni vazivo, podkozi). Jeji funkci
je pripojeni kiize k vldknité tkani kosti a svald. Tvofii ji dobfe vaskularizovand pojivova tkan

a tukova tkén, kterd slouZzi jako zdsobarna tuku a poskytuje télu izolaci. [5]
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V dermis se vyskytuji krevni a lymfatické cévy, nervy a dal$i struktury jako napiiklad

vlasové folikuly ¢i potni Zlazy. Dermis je uspotdddana do dvou vrstev (stratum papillare

a stratum reticulare), které tvori si

1.

Nz 2

t elastinu a kolagennich vldken [5] (viz obrazek ¢. 2).
Stratum papillare — papilarni vrstva dermis je tvofena volnou pojivovou tkani, coZ
znamend, Ze kolagenova a elastinovd vldkna této vrstvy tvoii volnou sit. Tato
vrstva zasahuje do stratum basale a vytvari tzv. prstovité dermdlni papily (viz
obrazek €. 2). V papildrni vrstvé se vyskytuji fibroblasty, adipocyty (pouze
v malém mnoZstvi), malé krevni cévy, fagocyty, lymfatické cévy, nervova vldkna
a Meissnerova téliska (dotykové receptory). [5]

Stratum reticulare — pod papilarni vrstvou je silngjsi sitova vrstva, kterd je tvoiena
hustou nepravidelnou pojivovou tkani. V této vrstvé se nachdzi velké mnozstvi
senzorickych a sympatickych nervi, je taktéZ hojné vaskularizovand. Elastinova
vldkna poskytuji pokoZce pruznost a umoZznuji pohyb. Kolagenové vldkna vytvaii
strukturu a poskytuji pevnost v tahu, kolagen také vdze vodu a udrZzuje pokozku

hydratovanou. [5]

Obrdzek ¢. 2 — dermis (stratum papillare a stratum reticulare) [5]

Epidermis je ptevazné tvotena keratinocyty, které tvoii 95 % bunék této vrstvy. Zbylych

5 % pak tvofi melanocyty, Langerhansovy buniky a Merkelovy bunky. [1] Jeji tloustka se

pohybuje mezi 0,05-0,1 mm a je rozdé€lena na n€kolik vrstev. [2] Konkrétné se jednd o stratum

basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum (fazeno od
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nejspodnéjsi po nejsvrchnéjsi vrstvu, viz obrazek €. 3). Pocet vrstev se 1iSi v zdvislosti na ¢4sti

lidského téla. Ve vétsing piipadii se déli jen na Ctyti vrstvy (chybi stratum lucidum). [5]

1.

Stratum basale — jednd se o nejspodnéj$i vrstvu epidermis, kterd ji spojuje
s bazdlni laminou, pod kterou se nachazi dermis. Bunky vyskytujici se ve stratum
basale jsou propojeny s dermis pomoci kolagenovych vldken oznacovanych jako
bazalni membréna. Stratum basale je tvoteno jednou vrstvou bunék, primarné se
jedna o bazdlni (neboli kmenové) buniky ve tvaru kvadru, které jsou prekurzory pro
keratinocyty. Kromé& bazdlnich bun¢k je zde mozné najit Merkelovy buiky
a melanocyty. Merkelovy bunky funguji jako receptory a jsou zodpovédné za
stimulaci senzorickych nervil, coZ mozek vnima jako dotek. Nejvice téchto bunék
je tedy logicky na povrchu rukou a nohou. Melanocyty produkuji kozni pigment
melanin, ktery dava barvu vlasim a nehtim a také napomaha ochranovat bunky
pred skodlivym UV zafenim. [5]

Stratum spinosum - tuto vrstvu tvoii n€kolik fad keratinocytli (vysledek
bunééného déleni ve stratum basale). Keratinocyty produkuji keratin a uvoliuji
vodu-odpuzujici glykopeptid, ktery napomédha zabranit ztraté¢ vody z téla. Keratin
agreguje ve filamenta a ta tvoii tzv. desmozomy. Mezi keratinocyty se nachazeji
Langerhansovy bunky, které funguji jako makrofdgy pohlcujici bakterie, cizorodé
Castice a poskozené bunky. [5] Nazev stratum spinosum vznikl z toho, Ze buinky
maji vybézky, které pripominaji ostny, a diky nim jsou v kontaktu s vybézky
ostatnich bunék. [6]

Stratum granulosum — tato vrstva ma osobity zrnity vzhled, coZ je zpiisobeno tim,
Ze keratinocyty jsou tlaéeny ze stratum spinosum, coz u nich zptisobf jisté zmény.
Za zrnity vzhled je tedy zodpovédna pozménénd struktura keratinocytl, které
produkuji veliké mnozZstvi keratinu a keratohyalinu. [5]

Stratum lucidum — tuto tenkou vrstvu miiZeme najit pouze v epidermis dlani a
chodidel. Je tvotfena keratinocyty, které jsou zploStélé a odumielé, a jsou obaleny
proteinem bohatym na lipidy. Diky tomu maji buiiky typicky (lucidni) vzhled a
poskytuji bariéru vici vode. [5]

Stratum corneum — Kvuli dileZitosti této vrstvy je ji vyhrazena samostatnd

podkapitola (viz podkapitola 1.2. Stratum corneum). 5]
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- —__—— Korneocyty

Stratum corneum ———

Stratum lucidum {

Stratum granulosum

Lamelarni téliska

Stratum spinosum —— ————— Keratinocyty

Stratum basale y
Merkelovy buriky

Melanocyty ' ~

Senzoricky neuron

Dermis

Obrdzek ¢. 3 — Zndzorneni vrstev epidermis [5]

1.2 Stratum corneum

Stratum corneum (SC) je nejsvrchnéjSi vrstva epidermis, kterd je vystavena vnéjSimu
prostiedi [5] (viz obrazek €. 4), primarné tedy poskytuje ochranu ktiZze. Nachazi se zde n€kolik
desitek vrstev bunck (10-25). [7] Tyto bunky zabranuji pronikdni mikrobi, dehydrataci
spodngjsich vrstev kiize a taktéZ poskytuji mechanickou ochranu proti odéru. Jsou fazeny
pravidelné a periodicky nahrazovany buiikami, které jsou vytlaCovany ze spodné&jsi vrstvy. Celd
vrstva se vyméni pfiblizné€ za dobu 4 tydnt. [5] Bunky ve SC se nazyvaji korneocyty, jedna se
o bunky, které ztratily jadro a cytoplazmatické organely. V jejich membran¢ se nachdzi
nerozpustnd zrohovatéld vrstva tvofend vysoce zesiténymi nerozpustnymi proteiny, vnitiek
korneocytl tvoii voda a mikrofibrildrni keratin. [1] Na proteinovou vrstvu je kovalentné€ vdzéna
monovrstva ceramidl, podle které jsou orientovany dalsi vrstvy lipidi. [8] Korneocyty jsou
tedy vysoce nerozpustné a rezistentni k piisobeni chemikalii. [9] Prostor mezi korneocyty je
vyplnén lipidovou matrix (tu tvoii predev§im mastné kyseliny, steroly, ceramidy — viz dale). [8]
Lipidy tvoii lamely, které jsou sloZené z n¢kolika dvojvrstev. Dvojvrstvy lipidi smétuji svou
hydrofobni ¢asti dovnitt a hydrofilni vn€ do vodného prostfedi. [9] Struktura SC je obcas
oznacena jako struktura ,,cihel v malté* (viz obrazek €. 4), kde cihly piedstavuji korneocyty a
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malta lipidovou matrix. [8] SC mtzeme rozdélit na tii rizné Casti - biochemickou a funkéni
cast (vngjSi absorbér solutd), prostiedni absorbér vody pro hydrataci a vnitini mechanickou

obrannou bariéru. [2]

epidermis

lipidovd matrix [=malta) R\\\

stratum corneum -
struktura "cihly v

malté" /,/—

korneocyt (=cihla)

Lipidove
lamely

Obrdzek ¢. 4 — stratum corneum [7]

SloZeni a strukturdlni uspofddani mezibunécnych lipida je pravdépodobné nejdileZitejsi
pro bariérovou funkci této vrstvy, jelikoz sloZeni urcuje fyzikalné-chemické vlastnosti SC. [9]
Pokud latky chtéji ktizi prostoupit, musi tuto lipidovou matrix piekonat, at’ uz prestupuji
transcelularné nebo paraceluldrné, jelikoz je témét rovnomérné rozloZena v celém SC.

Hlavni poldrni lipidy ve SC se nazyvaji ceramidy (15 typl)), molekula ceramidu
obsahuje obecné polarni hlavu a dva hydrofobni fetézce. Diky mensi polarni hlavé (oproti
fosfolipidiim, které v lameldch pfitomny nejsou) je umozZnéno tésn¢ usporadani v lamele.
Ceramidy maji také del$i hydrofobni fetézce a tvoii nckolikavrstvé vzdjemné propojené
lamelarn{ struktury. Tvofi nejdiileZitéjsi a nejspecifictéjsi ¢ast lipidi ve SC (lamely jsou jimi
tvofeny cca z 50 %). DalSi podstatnou Cast tvoii mastné kyseliny (10 %), konkrétné se jedna

predevsim o kyselinu behenovou (C22) a lignocerovou (Ca4), ddle se vyskytuji kyselina stearova,
14



palmitova apod. Tteti nejvice zastoupenou slozkou je cholesterol (25 %), ktery zde funguje jako

stabilizétor lipidickych struktur. [8]

1.3 (Trans)dermalni podani latek

I kdyZ bariérové vlastnosti SC poskytuji télu ochranu, existuji cesty, jak se latka muze
do kuze, popiipad¢ skrz kizi az do krevniho ob¢hu, dostat. Pokud latka prostupuje do néjaké
vrstvy kiiZze a pisobi v kiiZi, jednd se o dermdlni podédni (=penetrace). Prostup latky kzi az do
krevniho obchu se nazyva transdermélni podédni (=permeace). [10]

Existuje n€kolik cest, kterymi se latka mtze do kiiZze (popiipadé skrz kiizi) dostat. Jde
piedevsim o prinik skrz potni Zlazy a mazové Zlazy, transfolikularné (Cili pomoci vlasového
folikulu), interceluldrné a transcelularné (obrazek ¢€.5). Prinik potni ZIazou je mozny pouze pro
latky vysoce hydrofilni. Prostup pfes mazové Zlazy a transfolikuldrni zahrnuje latky lipofilni,

avSak dohdzi k jejich kumulaci, a tudiZ nejsou schopny pronikat déle. [9]

Cesty ples .: =Fa

lranzealulari cesg '1 Intercehdami cesta
! 1
i
| [ L) tbanicra
¥ | i iz
kemtenyty | Mz Hizs bmedova malrix
< = fif &3
- o= l (= = =
o= T o i (= A
o o |'I|'I aTio o =
=1 l?,l P — T nc: - 3 o~ R —
oy = = 2 - N
< =
;/-'I:’}\'—F ; = =2 e To o
wasmyy lolikul potni Haza

Obrazek ¢. 5 — (trans)dermdlni prostup ldtek [11]

Vv s

Nejpravdépodobnéjsi prostup latek do klze je bud cestou transceluldrni nebo
intercelularni. [9] Transcelularni cestou je myslen prostup latky ptes korneocyty, intercelularni
cesta znamend prostup pies lipidové lamely. Prostup latek ptes korneocyty je vSak sloZity, aby
byl prostup usnadnén, je nutno zvysit obsah vody ve SC. To je umoznéno diky tomu, Ze
korneocyty obsahuji aminokyseliny schopné vazat vodu. Korneocyty tak bobtnaji a dochézi ke
zméné viskozity lipidové matrix a ke ¢asteCnému naruseni integrity lipidovych lamel. [9] Proto
nejvetsi podil 1éCiv prostupuje cestou interceluldrni. [3]

Aby 1écivo prochéazelo kizi, mélo by spliiovat urcitd kritéria. Prvni z téchto kritérii je,

Ze by m¢lo mit nizkou molekuldrni hmotnost, pokud mozno mén¢ nez 600 Da, zatimco difuzni

koeficient by mél byt vysoky. Déle je podstatné, aby 1é¢ivo bylo dostate¢né rozpustné ve vodé
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i oleji (rozdélovaci koeficient kolem jedné). [12] Pokud je jeho hodnota pfili§ vysokd, mohla
by byt sniZena clearance v Zivych tkanich. Vzhledem k faktu, Ze kize ma schopnost dané 1é¢ivo
metabolizovat svymi enzymy, je nékdy Zadouci piisada inhibitorii enzymu pfi aplikaci molekul
1éciva. [3]

Ve vétsin€ pripadi nejsou molekuly schopné prostoupit do nebo skrz kozni bariéru, a

proto byly vyvinuty akceleranty (trans)dermalni permeace (viz kapitola €. 3).
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2. Formy transdermalni aplikace 1éCiv

Pro dosaZeni poZadovaného ucinku 1é¢iva jsou dileZité nejen jeho chemické vlastnosti,
ale 1 cesta podani do organismu neboli 1ékova forma 1é¢iva. Mezi nejpopuldrnéjsi 1ékové formy
patii perordlni 1€kové formy, parenteralni 1€kové formy a rektdlni 1ékové formy, avsSak kazda
z téchto forem s sebou nese urcité nevyhody. U perordlnich 1ékovych forem mizeme zminit
napiiklad malou biologickou dostupnost nékterych 1é€iv z GITu, interakce s potravou a s tou
souvisejici promeénlivost absorpce apod. Nejvyznamnéjs$i nevyhoda je pravdépodobné ,,first
pass efekt v jatrech. Co se tyCe parenterdlni aplikace 1é¢iv, mezi nevyhody patii, Ze k aplikaci
je vétSinou potieba zdravotnicky persondl. U rektdlnich pfipravkl se mizeme setkat s potiZemi,
které byly vyvoldny lokdlni drdZdivosti. Vzhledem k témto nevyhoddam se vyzkum zaméfil i na
jiné 1€kové formy, a to sice transdermélni 1ékové formy. [13]

Mezi vyhody transdermdlnich ptipravki patii to, Ze jsou snadno aplikovatelné, absorpce
neni primarn¢ ovlivnéna reZimem pacienta, obchazi ,.first pass* metabolismus [14], je sniZzeno
riziko pfedavkovani a aplikaci 1éCiva Ize rychle pterusit. [13] Bezpochyby velikym pozitivem
oproti injekénim piipravkim je bezbolestnd aplikace a fakt, Ze nevytvaii riziko pfenosu nemoci
opakovanym pouZitim. Ackoliv je transdermdlni poddni 1éCiv velice podstatnou soucésti
lékatské praxe, jesté stdle bohuZzel nedosdhlo takového vyuZiti jako perordlné¢ uzivané 1ékové
formy a podkozni injekce. [14]

Co se tyc¢e nevyhod, mizZzeme se setkat s podrdzdénim kuze (tfeni, tlak) a také
s lokalnimi, pfipadné systémovymi nebo alergickymi reakcemi. [13] Mezi nevyhody lze jisté
zaradit 1 skutec¢nost, Ze pocet 1ékti, které 1ze aplikovat touto cestou, je omezeny. [14]

Transdermélni podavani 1éCiv 1ze v podstaté rozd¢lit do tif generaci. Prvni generaci tvoii
piipravky, které pres kiizi doddvaji mal4, lipofilni 1é¢iva v malé ddvce, v dnesni dobé& se jedna
o nejvetsi pocet transdermdlnich naplasti. Transdermalni systémy druhé generace vyuZzivaji ke
zlepSeni priiniku akceleranty, popiipadé se sem fadi pfipravky vyuzivajici ultrazvuk. Bylo
zjisténo, Ze u aplikace protizanétlivych latek pomoci ultrazvukovych sond se zvysSila G¢innost,
a to pfedevs§im diky naruSeni vrstvy SC. Dale se do této generace fadi iontoforéza [14] (dodani
léciva je fizeno elektrickym ndbojem, piikladem mulze byt fentanylovy analgeticky
systém). [15] Jednd se vSak o systémy, které maji malé klinické vyuziti pro makromolekuly.
Tieti generace cili na bariérové vlastnosti SC (zatimco hlubsi tkdné€ nejsou posSkozeny) pomoci
mikrojehel, tepelné ablace, mikrodermabraze, elektroporace a kavita¢niho ultrazvuku. Pomoci

této generace lze doddvat pres kiizi i makromolekuly, véetné terapeutickych proteini a
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vakein. [14] Existuji jiz i transdermdlni systémy, které neslouzi k doddvani 1éCiva, ale
k extrakci analytli z ktize (naptiklad monitorovani hladiny glukézy). [16] V této prici je

Vv,

uvedeno jednodussi rozdéleni transdermadlnich piipravkl ve dvou nasledujicich podkapitoldch.

2.1 Polotuhé a Kkapalné lécivé pripravky pro transdermalni
aplikaci

Mezi polotuhé 1éCivé piipravky pro transdermadlni aplikaci fadime masti, krémy a

gely. [13] DalSi variantou je napiiklad odméteny kapalny sprej. [14] Nanéseji se roztirinim na

ktzi a davka je definovdna ddvkovacim systémem lékové formy (napt. specidlni pumpicky,

jednodavkové gely atd.). [17, 18]

2.2 Transdermalni naplasti

Jednad se o 1€Civé ptipravky, jejichZ aplikace spoc¢iva v ptilepeni na zdravou ktzi. LéCivo
se z ndplasti uvoliiuje konstantni rychlosti a ndplast ma byt konstruovéna tak, aby uvoliiovani
nezaleZelo na variabilité kize, ale na vlastnostech daného piipravku. Aby bylo mozné zminéné
linedrni uvoliiovéni 1éCiva, je nutné, aby byla v néplasti obsaZena dostatecnd koncentrace 1é¢iva
v tzv. matrici (zdsobniku). Z ndplasti se uvolni pfi aplikaci ptiblizn¢ 10-20 % 1écCiva, které je
v ni obsazeno, coz je sice relativné mald ¢ast, avSak pro kinetiku nultého fadu (popiipad¢ k této
kinetice se blizici) jind moZnost neni. [3] Vlbec prvni transdermdlni piipravek byla tiidenni
transdermalni néplast se skopolaminem, kterd byla schvalena v roce 1979 v USA. Odhaduje se,
7e v dneSni dob¢ se ro¢né vyrobi vice neZ miliarda transdermélnich néplasti. [14]

Clenéni transdermélnich pifpravki existuje celd fada a kazdy autor je délf jinak. Lze
uvést napiiklad rozd¢€leni na 5 typi dle Chalabaly [3]: ndplast se samolepici matrici, naplast,
kde je uvoliovani 1éCiva fizeno membranou, naplast, kde je uvoliiovani 1éCiva fizeno lepivou
vrstvou, dale pak néplast, kde je 1éCivo dispergovano v polymerové matrici, kterd je inertni, a
poslednim pitym typem je matricova ndplast, kde jsou upravené mikrocastice 1éc¢iva. Pro
zjednoduseni a piehlednost je uvedeno rozdéleni na 3 zdkladni druhy néplasti.

2.2.1 Periferné adhezivni matricové piipravky

Tyto pfipravky (obrdzek ¢. 6A) obsahuji hydrofilni Ci lipofilni polymerni matrici ve
tvaru disku (kotouce), ktery ma definovanou tloustku i plochu. V matrici je dispergovano
1éCivo (= roztok ¢i suspenze 1éCiva na obrazku 6A). Tato kotoucova matrice s dispergovanym
léCivem je umisténd na nepropustné, okluzivni nosné membring. Na svrchni nosné membrané

je nanesend adhezivni vrstva, kterou je realizovana fixace. Jako adhezivum jsou vétSinou
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pouzity akrylaty ¢i silikonova lepidla. [3] Tato vrstva kotvi matrici a zdroven adheruje
k pokoZce. Jejich hlavni nevyhodou se jevi to, Ze matricové piipravky nedovoluji liberaci
kinetikou nultého tadu. [13]
2.2.2 Pripravky s kapalnym rezervoarem a modula¢ni membranou

Jedna se o ptipravky, kde se nachdzi kapalny rezervodrovy kompartment (=roztok ¢i
suspenze léCiva na obrdazku 6B), ktery je uzavien nosnou folii a neporézni (popiipadé
mikroporézni) fidici membréanou, ktera slouZi k liberaci 1é¢iva. Adhezivni vrstva je nepropustna
pro léCivo. K pokoZce adheruje tento piipravek pomoci hypoalergenniho polymeru, ktery by
nem¢l mit Zddny vEtsi vliv na uvoliovani 1é¢iva. [13]
2.2.3 Elastické laminované piipravky

Elastické laminované piipravky vznikly z matricovych piipravkl z divodu zmensen{
plochy ptipravkl a kvili zajisSténi kinetiky nultého fadu. Téchto cili bylo dosaZeno diky uZiti
nejméné dvou ploch, které jsou vrstvené na sebe. Jedna z téchto ploch ma fidici funkci pii
uvolilovani 1éciva. MiiZze zaroven i poskytovat adhezi, pokud se jednd o jednodussi piipad
(obrazek ¢. 6C-1), ale obvykle jsou tyto pfipravky vicevrstevné — rezervodrovym gradientem

7 M2

fizené (pomoci fidici membrany) (obrazek €. 6C-2). [13]

=g
= kryci vrstva
6A a adhezivni vrstva ! kryci vrstva
[m} roztok (suspenze) 1étiva 6C-1 B8 adhezivni vrstva s 1é¢ivem
O ochranns odstranitelna vrstva O ochranna odstranitelna vrstva
—_—
o kryci vrstva 1]} kryci vrstva
6B [~ roztok (suspenze) léciva %4 2. adhezivni vrstva s lé¢ivem
[m] fidici membrana 6C-2 O fidici membrana
O adhezivni vrstva B8 1. adhezivni vrstva s [éCivem
[ ] ochranna odstranitelna vrstva O ochranna odstranitelna vrstva

Obrdzek ¢.6 — Zobrazeni transdermdlnich ndplasti [19]
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3. Akceleranty (trans)dermalni permeace

Vzhledem k tomu, Ze lidskd kize m4 pozoruhodné vlastnosti, které se tak pivodné
vyvinuly kvili tomu, aby se voda a elektrolyty udrZely uvnitf a chemikalie, mikroby a alergeny
vné, musely byt vyvinuty riizné techniky, které napomahaji latkdm tuto skutecnost piekonat
a které snizuji odolnost ktize. [20]

Akceleranty (=enhancery) jsou litkami, které zvySuji permeaci (penetraci) tim, Ze
reverzibilné snizi bariérovy odpor SC, aniz by poskodily zdejsi buniky. Akceleranty by mély
byt piredevsim latky, které nejsou drazdivé, toxické a alergenni. Dale mezi Zadouci vlastnosti
patii to, aby mély reverzibilni (pokud jsou z kiize odstranény, vlastnosti kozni bariéry by se
m¢ély rychle vracet do piivodniho stavu), predvidatelny, rychly [20] a reprodukovatelny efekt.
Akceleranty nesm¢&ji mit vlastni farmakologicky efekt a jejich funkce musi byt pouze
jednosmérnd ¢ili maji napomdhat priniku latek do ktiZze, nikoliv naopak. [12] V idedlnim

piipadé by akceleranty mély byt kompatibilni s 1é¢ivy, kosmeticky ptijatelné [20] a levné. [21]
3.1 Mechanismus u¢inku akcelerantu

Jedna se o chemicky rtiznorodou skupinu latek, jejich mechanismus tcinku tak spoc¢iva
v nespecifickych interakcich se strukturami kize. Jsou tfi moZné mechanismy ucinku, které
akceleranty pravdépodobné vyuzivaji, at’ uz jednotlivé nebo jejich kombinaci [21] (kombinace
mechanismi byva nejcastéjsi). [20] Prvni mechanismus spoc¢ivd v rozruSeni organizované
struktury lipidl v intraceluldrnich prostorech [12] (zvySuje se fluidita a méné rigidni struktura
se stava propustnéjsi). [21] Za druhé mlzZe akcelerant interagovat s intracelularnimi proteiny
ktze [12] (jednd se hlavné o interakci s a-keratinem, bumiky bobtnaji a 1éCivo jimi Iépe

prochazi). [21] Za tfeti mlze optimalizovat hodnotu rozd€lovaciho koeficientu. [21]

3.2 Priklady latek pouzivanych jako akceleranty

Mezi zéstupce akcelerantii se fadi velké mnozstvi molekul, které I1ze rozdélit podle
ruznych principt. Napiiklad dle ptivodu je Ize délit na piirodni, syntetické a polosyntetické.
V soucasné dobé jsou jako akceleranty zkoumdny napiiklad i pfirodni esencidlni oleje
(eukalyptovy olej, peprmintovy olej, bazalkovy olej apod.). Vzhledem k tomu, Ze se jednd o
slouceniny se slozitym aproménlivym sloZenim, je komplikované piesné objasnit
mechanismus uc¢inku. Studie ukdzaly, Ze pfirodni éterické oleje (eukalyptovy olej, hiebiCkovy
olej, tulsi olej a olej z ¢erného kminu) zvySuji perkutdnni absorpci karvedilolu ptisobenim na

lipidy ve SC a také uvolnénim vodikovych vazeb mezi ceramidy. [22]
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Dalsi mozné clenéni je dle chemickych vlastnosti, diky ¢emuz muze byt vétSina
klasifikovana jako rozpousStédla s nizkou molekuldarni hmotnosti, ddle amfifilni molekuly
(v€etné povrchové aktivnich latek) a peptidy. [20]

V neposledni fad¢ je mozné d€leni podle hlavni funkéni skupiny. [20] Tento parametr
zahrnuje enhancery zejména ze skupin alkoxysulfoxidl, alkoholl, dioli a acetalii (spiSe se
jednd o koakceleranty), mastnych kyselin a jejich estert, derivatd hydroxykyselin, amidil
kyselin, aminokyselin, derivati m-aminokyselin (do této skupiny patii akceleranty v dneSni
dobé€ nejvice studované a nejucinnéjsi), derivatl mocoviny, amint, ketoni, terpent, derivati
sacharidi. [21] Viibec prvni slou¢eninou, ktera byla navrzena jako enhancer, byl Azone®, ktery
byl patentovany v roce 1976. [20] Mnoho silnych enhancerti jsou amfifilni molekuly, které se
skladaji z hydrofilni polarni hlavy a lipofilniho fetézce. U sloucenin s nasycenym fetézcem se
nachdzi vztah mezi délkou fetézce a Gcinnosti. Obvykle tvoii tyto fetézce 10-12 atomi uhliku.
U nenasycenych uhlovodiki tvoii optimum kolem 18-20 uhliki. [20]

Nakonec je dalezité zminit, Ze jako enhancery jsou zkoumdany i makromolekuly, mezi

které patii 1 dendrimery, které budou popsény v samostatné kapitole. [22]
3.2.1 Dimethylsulfoxid (DMSO)

Jednd se o jeden z prvnich akcelerantli transdermdlni permeace patiicich do skupiny
alkylsulfoxidi. Tato bezbarvd molekula bez zapachu je hygroskopickd a pouZziva se velmi casto
v mnoha riiznych farmaceutickych odvétvich jako univerzalni rozpoustédlo. Ackoliv se jedna
o velmi dobry akcelerant, jsou s nim spojeny urcité problémy. Optimalni ti¢inek DMSO jako
akcelerantu nastdva v ptipad¢, Ze kosolvent obsahuje vice nez 60 % DMSO, takova koncentrace
vSak muze zpisobit kozni erytém. [12]

3.2.2 Dodecylester kyseliny N,N-dimethyl-6-aminohexanové (DDAK)

Tento akcelerant vznikl zkombinovanim jiZ dvou zndmych akcelerantd. Jednd se o
kombinaci DDAIP (dodecylester kyseliny 2-(dimethylamino)propanové) a T12 (transkarbam
12). Z akcelerantu DDAIP byla vzata ionizovatelnd dimethylamino polarni hlava a z T12 byl
pouzit spojovaci uhlikovy fetézec s 5 atomy uhliku. Jedinym strukturdlnim rozdilem mezi
DDAK a DDAIP je tedy spojovaci skupina (u DDAK je nerozvétvend o poctu péti uhlikii a u
DDAIP je rozvétvend). Co se tyCe porovnani funk¢nosti téchto molekul coby akcelerantii, byla
pouzita 4 modelovd 1éCiva — theofylin, hydrokortizon, adefovir a indometacin. DDAK
vykazoval vyrazné lepsi vysledky u theofylinu, hydrokortizonu a adefoviru, DDAIP vychazel

1épe u indometacinu. [22]
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4. Dendrimery

4.1 Zakladni informace a historie

Dendrimery jsou vysoce rozvétvené, multivalentni a monodisperzni polymery. [23]
Zajem o tyto molekuly zacal naristat v osmdesatych letech 20. stoleti, ackoliv myslenka
piipravy rozvétvenych molekul byla predstavend uz v roce 1941. [24, 25] Prvni ¢lanek, ktery
popsal syntézu nizkomolekularnich dendritickych polyaminti, publikoval F. Vigtle v roce
1978. [26] Déale R. G. Denkewalter patentoval syntézu poly(lysin)dendrimeri az do
10. generace odliSnou metodou. [27] V roce 1985 [26] publikoval D. A. Tomalia syntézu
poly(amidoamin) (PAMAM) dendrimeri do 10. generace, Tomalia se svym tymem stoji také
za vznikem ndzvu ,dendrimery”. V dneSni dobé patii PAMAM dendrimery k nejvice
charakterizovanym a nejlépe pochopenym skupindm dendrimerd. [23] Déle v tentyZ rok vysla
publikace G.R. Newkoma o syntéze poly(ether)dendrimert az do 3. generace. [28]

Nézev ,,dendrimery* pochdzi z fectiny a Cesky preklad zni ptesné ,,Cast stromu®, jelikoZ
je toto slovo slozeno ze dvou feckych slov, a to sice ,,dendro* (strom) a ,,meros* (Cast). [26]

Dendritické motivy jsou patrné jak u koruny stromt, tak u kofenti v podzemi.
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Obrdzek ¢.7 — porovndni vzhledu vzrostlého stromu a struktury dendrimeru — mitZeme videét, Ze

koruna i rozvétvené koreny stromu v podzemi maji strukturu podobnou molekule dendrimerii [29]

Dendrimery maji unikdtni strukturu (jddro a skofdpka), kterou tvoii tii zdkladni
komponenty. Tyto komponenty jsou jadro, monomer a termindlni funkcni skupiny. Jadro je
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zékladni stavebni jednotka, na kterou navazuji monomery (vnitini ¢asti skofapky), které jsou
tvofeny opakujicimi se, symetricky se vétvicimi jednotkami. Termindlni funkcni skupiny
(vngjsi cast skotfdpky) jsou navdzany na monomery. Pocet opakovanych vrstev monomeri
urcuje, o jakou generaci dendrimert se jednd. Pfidanim vrstvy monomeru vznikd vyssi generace

dendrimeru — viz obrazek ¢.8. [29]

Dendrimery - jadro a monomery

Y

jadro G=0 G=1 G=2
(jAdro s jednim navazanym (jadro a 2 navazané (jadro a 3 navazané
monomerem) monomery) meonomery)

Obrdzek ¢.8 — struktura dendrimerii, jddro a navazujici vrstvy monomeru a s tim vznikajici

vy$st generace (G). [26]

Dendrimery maji velmi vyhodné vlastnosti, coz je €ini atraktivnimi pro mnoho
biomedicinskych odvétvi. [30] Jsou to molekuly, které maji kontrolovatelnou velikost
(3-10 nm), snadno Ize do periferie navdzat funkéni skupiny, jsou vysoce rozpustné ve
vodé€ [30], vykazuji velmi nizkou vnitini viskozitu [31], maji dobfe definovanou chemickou
strukturu a jsou biologicky kompatibilni. Bylo prokdzéno, Ze poly(amidoamin) dendrimery
(PAMAM) jsou vyhodnéjsi oproti linearnim polymerim diky jejich multivalenci. [30] Tyto
dendrimery maji uvnitf své molekuly jakysi prostor, ktery umoZznuje inkorporaci malych
chemickych molekul a pouZziti dendrimerti jakoZto transportnich jednotek je predmétem

zkoumani. [31]

4.2 Syntéza dendrimert

Ackoliv bylo popsdno mnoho metod, jak Ize syntetizovat molekuly dendrimeru, vzdy
se v podstaté jednd bud’ o metodu konvergentni, ¢i divergentni. [26] Syntéza je vSak v obou
piipadech velmi casové naro¢nd a skazdou vySSi generaci se zvySuje riziko vzniku
strukturdlnich vad, coz znamend, Ze monodisperzni dokonaly dendrimer muze byt ohroZen
kazdym dalSim reakénim krokem. Je tedy ziejmé, Ze syntéza dendrimert se snazi o co nejmén¢e

reakénich krokii, ¢imZ se sniZi nejen spotieba vychozich materidli a chemikalii, ale je to
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piedevsim Casové a ndkladove efektivnéjsi. [32] Chemie dendrimerti ma také spoustu vlastnich
oznaceni a zkratek. [29] Pokud jde o polymery, které se skladaji z rozvétvenych opakujicich se
jednotek, jsou tim mySleny bud’ dendrimery nebo tzv. , hyperbranched polymers*
(hyperrozvétvené polymery). Ty jsou obvykle produkty neinteraktivni polymeracni procedury
a vykazuji nepravidelnou architekturu-viz obrdzek ¢.9. [31] Mezi dalsi specifickd oznaCenf patii
ku ptikladu ,.dendrigrafts* €ili poceStén¢ dendrigrafty. Jednd se o skupinu dendritickych
molekul, které mohou byt konstruovany s dobfe definovanou molekulédrni strukturou (napf.
mohou byt monodisperzni). Dendrigrafty narozdil od dendrimerti pfipominaji strukturu palmy
(vétve kopolymernich fetézcl jsou piipojeny k fetézci linearniho polymeru). Dalsim takovym
terminem je jiz vySe zminény dendron — jednd se o dendritickou molekulu bez jadra. Dendrony
jsou velmi podstatné molekuly v konvergentni syntéze dendrimerti — viz dalsi kapitola. Pokud
jsou na jadro nabalovany vrstvy monomeru, vznikaji tzv. generace. Naptiklad tieti generace
dendrimeru se znaci jako G3. Jadrova Cast dendrimeru je oznacovana jako generace 0 = GO.
Meziprodukty béhem syntézy jsou n€kdy znaceny jako %2 generace. Naptiklad PAMAM
dendrimery zakoneny karboxylovou skupinou byvaji nékdy oznafoviny jako poloviny

generace. [29]

e "”

¥ Dendrimer

Hyperbranched palymer

Obrdzek ¢.9 — Rozdil mezi strukturou hyperrozvétveného polymeru (hyperbranched polymer) a
dendrimeru [31]

4.2.1 Konvergentni syntéza dendrimeru
Konvergentni metodu syntézy dendrimert poprvé predstavili Hawker a Fréchet v letech
1989-1990. [33] Smysl konvergentni metody spocivd v tom, Ze se nejprve syntetizuje ta st

molekuly, kterd v kone¢ném dusledku ptedstavuje obal (klru, skofdpku) dendrimeru, a
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nasledné se pfipoji jadro. [31] V prvé fad¢ se tedy syntetizuji dokonale rozvétvené dendrony,
které jsou poté po aktivaci ohniska spojeny s jaidrem. Ve srovndni s divergentni metodou je
monitorovani ristu dendroni mnohem piiméjsi, jelikoz dendrony jsou daleko méné
komplikované nez dendrimery. Diky tomu je riziko strukturdlnich defekti u dendronti nizsi.
Avsak se zvySenou velikosti dendronu se zase zmensSuje reaktivita a dostupnost ohniska kvtli
stérickym vliviim. Hlavni nevyhodou konvergentni syntézy dendrimeri je tak ztrata hodnotné
vysoké generace dendroni vedouci k niZ§im vynosim u vysSich generaci dendrimerti. To
omezuje pouZziti konvergentniho rtstu v produkci komer¢nich dendrimert. [32]

K syntéze dendronti se pouziva konvencni monomer. Ten ma aktivni (reaktivni) skupiny
a deaktivovanou (chranénou) skupinu. Monomer (respektive jeho reaktivni skupiny) je nejdiive
podroben reakci se slou€eninou, jeZ navaze skupinu, kterd se nachdzi na periferii kone¢ného
dendrimeru. K syntéze dendronu G1 (¢ili dendron prvni generace) je obvykle klicovym krokem
zavedeni chranicich skupin funk¢énich zakonceni. Nasleduji dalsi dva kroky, kterymi jsou
aktivace ohniska a spojeni s monomerem, coZ vede k vytvoreni dendronu dalSi generace.
Nakonec reakci aktivovanych dendront a aktivovaného jadra vznikd chtény dendrimer — viz

obrazek ¢.10. [23] Piikladem dendrimerti, které se syntetizuji touto metodou, jsou

poly(arylether) dendrimery. [34]

aktivni T i
[reaktivni) —
shupiny k'
—
OBakbivOVans . reakce se aktivace reakce
{chranéna)
G=2 G=2 G=3

sloueninou ohniska

shupina G=1 G=1
monomer
dendron dendron dendron dendron dendron
aktivovaneé jadro
.": f. aktivni funkéni skupiny

i :

neaktivni (chranéneé)
funkéni skupiny

G=3
dendron G=3
dendrimer

Obrdzek ¢.10 — Konvergetni syntéza dendrimeru [23]

4.2.2 Divergentni syntéza dendrimeri

Divergentni metoda spo¢iva v tom, Ze se postupuje tzv. zevniti ven. Rlst dendrimerti je
totiz iniciovan z multifunkéniho jadra. Monomer, ktery se k syntéze pouziva, ma aktivni

(reaktivni) skupinu a deaktivované (chranéné) skupiny, aby byl zabezpecen fizeny rist. Jedna
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z aktivovanych skupin, které jsou obsazeny v jadie, reaguje s aktivnhimi (reaktivnimi)
skupinami monomeru za vzniku chemické vazby. Aktivace chrdnénych skupin muiZe byt
provedena bud’ reakci s jinou molekulou nebo odstranénim chréanicich skupin. Po navdzani
monomert na jadro vznika G1. G2 pak vznikne ve dvou krocich, a to sice aktivaci neaktivnich
(chranénych) skupin G1 dendrimeru a naslednou reakci s dalSim monomerem. Pokud jsou tyto
kroky znovu opakovéiny, vede to vzdy k o generaci vyS§Simu dendrimeru. [23] Vzhledem
k tomu, Ze takto vznikly dendrimer vlastn€ vznika na jedné molekule, na které se d€ji vSechny
nasledujici reakce, kazda reakce musi byt vysoce selektivni, aby se zajistila integrita findlniho
produktu. Musi se tedy pocitat s faktem, Ze procentudlni vytézky dokonalych dendrimert bez
defekti budou vcelku nizké. Navic kazdd novd generace divergentné syntetizovanych
dendrimerd Ize hufe vycistit, tudiZ je v podstaté nemozné¢ vyhnout se malému poctu
statistickych vad. [35]

Hlavni nevyhoda divergentni metody spociva v riziku tvorby strukturdlnich vad,
dendrimery se strukturdlni vadou navic nelze odd€lit od dokonalého dendrimeru. [32] Pro
ptiklad Ize zminit fakt, Ze v pfipadé syntézy G5 poly(propylenimin) dendrimeru vznikne pouze
29 % dendrimerti bez defektli, a to i za predpokladu, Ze selektivita kazdé reakce cCini
99,5 %. [35] Zminéné strukturdlni vady jsou vysledkem neuplnych pfemén vSech koncovych
skupin, ke kterym dochdzi kvili stérickym vlivim u vysSich generaci dendrimerd. Nicméné
vétSina komercéné dostupnych dendrimert je syntetizovdna prave divergentni metodou, jelikoz
k této metod¢ je zapotiebi pouze nadbytek monomeru a Cinidel, coZ jsou finan¢n¢é dostupné

slozky. [23]

monomer

go 1 «Eﬁa ol 1 shele

‘ reakce jadra akt vace reakce G1 aktivace
neaktivnich dendrimeru s
jadro skupin monomerem

5 monomerems
= = G=2 G=2

de"d"me' de"d"me' dendrimer dendrimer

1%:

@
aktivni {reaktivni) funkéni
skupiny

® neaktivni (chrdnéng)
funkéni skupiny

G=4
dendrimer dendrimer

Obrdzek ¢. 11 — Divergentni syntéza dendrimerit [23 ]
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4.3 Pouziti dendrimert ke koZni aplikaci

Prvnim piikladem aplikace dendrimert na kizi je pfi 1écbé popdlenin. [36] Kyselina
tiislovd pozitivné ovliviiuje zdnét a reepitelizaci jizvové tkdné, avSak jejim negativem je
nestabilita ve farmaceutickych formulacich. Syntéza jejich analogl, a to sice polygalloyl-
dendrimert, s vyssi stabilitou a nizkou biologickou aktivitou je tedy mozné feSeni. [36]

Dalsim ptikladem aplikace dendrimerti na kiiZi je transdermdlni podani 1éCiv. Studie
potvrzuji interakci mezi dendrimery a lipidovou dvojvrstvou ¢i bunéénou membrinou.
Pozitivné nabit¢ PAMAM dendrimery indukuji tvorbu otvirkd. Diky tomu se zacaly zkoumat
jako molekuly, které jsou schopné pronikat ktiZi ¢ili by mohly byt pouZity jako enhancery kozni
permeace. [29] Ne¢které studie uvedly, Z2 PAMAM dendrimery zvySuji kozni propustnost
nesteroidnich protizdnétlivych 1€kt (NSAIDs) [30] ketoprofenu a diflunisalu [37] a také
hydrofilniho 1é¢iva S-fluorouracilu (5-FU). [38] U posledné zminéného Iéciva bylo
dokdzano, Ze se permeace zvySuje s pouzitim G4 a G3,5 PAMAM dendrimert s riznymi
navazanymi skupinami. Potadi podle zlepSeni koeficientu propustnosti (Kp) zni nasledovné:
G4-NH>>G4-OH>G3,5-COOH. [30] Koeficient propustnosti je také nepiimo uUmérny
k molekulové hmotnosti dendrimeru [38], z ¢ehoZz vyplyvd, Ze aminem zakoncené malé
PAMAM dendrimery jsou uc¢innéjsi ve zvyseni koZni penetrace malych molekul 1éCiva nez jiné
typy dendrimeri. Avsak je nutné podotknout né€kolik dal$ich dalezitych fakta. Za prvé, vétSina
pokusii se zaméfovala na pronikdni malych molekul 1é¢iva do klize, aniZ by byly provedeny
systematické experimenty, jak s kiZi interaguji samotné molekuly dendrimerd (zejména niZsi
generace). To je nezbytné pro lepsi porozuméni a potencidlni klinické vyuziti transdermélnich
formulaci 1éCiv zaloZenych na dendrimerech. [30] Dalsim dulezitym faktem je, ze kazd4 z
provadénych permeaci byla Casto podporovdna pfidanim dalSiho koZniho enhanceru (napf.
isopropylmyristat, minerdlni olej) [38] ¢i utvofenim komplexu s emulzi (s pouZitim
cetylalkoholu a polysorbatu ¢i Brij jako emulgéatorti). VSechny studie navic vyuZzily komplex
dendrimer-molekula 1é¢iva ke zvySeni rozpustnosti. [30]

Studie, kterd se pfimo zaméfila na penetracni aktivitu G2 a G4 PAMAM dendrimerii
v zdvislosti na velikosti dendrimeru, hydrofobicité a povrchnovém naboji, byla provadéna vzdy
se 3 modifikovanymi dendrimery v kazdé generaci. Navdzdna byla v kazdé generaci
aminoskupina jakozto termindlni funk¢ni skupina, acetyl a karboxyl. U G2 byla navdzana navic
kyselina olejova kvili regulaci hydrofobicity. Studie prokazaly, Ze G2-NH, PAMAM

dendrimery pronikaji do SC a Zivé epidermis, G2-NH2 dendrimery v konjugaci s kyselinou
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olejovou (G2-OA) se vice absorbuji a vice jsou zadrZovany v kiZzi. Pfi navazani acetylu
(G2-Ac) a karboxylu (G2-COOH) se zvySuje kozni permeace a je pravdépodobné, Ze tyto
dendrimery difunduji extraceluldrni cestou. Co se ty¢e G4-NH2 PAMAM dendrimert, je
mozné konstatovat, Ze nepronikaji ddle nez do vné&jsi vrstvy SC — vysledky viz obrizek

¢.12. [30]

Obrdzek ¢.12 — Zndzorneéni pruniku dendrimerit skrz kuZi [30]
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Experimentalni ¢ast

5.Pouzité pristroje, chemikalie a programy

Pro provedeni experimentdlni Casti diplomové prace byly pouzity vychozi litky,
rozpoustédla a dalsi chemikdlie dodané od firem: PENTA, Lach-Ner, Sigma Aldrich, VWR a
Merc.

Na tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pouZivany desky dodané firmou
Merck - Silica gel 60 F254. Pro detekci TLC byla pouzivdnd UV lampa nebo roztok KMnOg4
(1,5 g KMnOs, 10 g K2CO3 a 1,25 ml 10% NaOH v 200 ml vody) a deska byla vZdy ihned
zahtdata. Pro preciStovani byla pouZita sloupcova chromatografie, kde byl pouzit Silica gel 60
od firmy Merc. Latky byly uréeny pomoci 'H NMR, *C NMR, IR, MS, R a teplotou tani.
Charakterizace litek pomoci 'H NMR byla provedena v deuterovanych rozpoustédlech za
laboratorni teploty na piistroji Varian V S500 (‘H pi#i 300MHz, *C pii 125MHz) nebo na
piistroji Varian Mercury-Vx BB 300 ('H p#i 300 MHz, '3C pti 75,5MHz). Jako vnitini standard
byl pouzit tetramethylsilan. Hodnoty NMR spekter byly vyhodnocovany pomoci programu
MestReC. Pro naméteni IR spekter byl pouzit piistroj FTIR spektrometr (Nicolet 6700 FTIR)
a to v rozmezi 400-4000 cm™'. MS spektra se zjistila pomoci metody Agilent Tech 500 Ionotrap
s ESI, pokud to bylo potieba. Hodnoty teplot tdni byly naméfeny na pfistroji Buchi Melting
Point B540 s pouzitim otevienych kapilar. Uvadéné hodnoty nejsou korigované. HPLC analyza
(permeacni pokus) probchla na pfistroji Schimadzu Prominence. Vzorce pouZzité v diplomové
praci byly vytvofeny v chemickém programu ChemDraw Professional. Vyhodnoceni a

statistickd analyza byly provedeny v programu GraphPad Prism 8.
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6.Syntéza

6.1 Syntéza N,N''-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminu

6 g imidazolu (88 mmol, 2,0 eq) bylo nejprve rozpusténo v 50 ml CH>Cl,. Potom za
stdlého michéani bylo ptfidavano 20 g Boc2O (93 mmol, 2,1 eq). Smés se michala 1 h, potom se
odpatil CH2Cl> na odparce a smés se nechala 1 h vysusit pod olejovou pumpou. Poté bylo
pfidano 20 ml toluenu a 4,75 ml diethylentriaminu (1,0 eq, 44 mmol). Reakce byla michdna
14 h pti 60 °C. Poté byla smés zchlazena na laboratorni teplotu, pfidalo se 125 ml CH>Cl,
a extrahovalo se s H,O (3x50 mL). Organickd faze byla vysuSena bezvodym Na>SOs,
zfiltrovana a bylo odpatfeno piebytecné mnoZstvi rozpoustédla. Vyslednd smés byla vycisténa
pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla pouZita smés CHCl3/MeOH (100/1,
ktera byla béhem eluce postupné zménéna na 30/1). Bylo izolovano 10,8 g produktu (vytézek
61 %). R¢=0,12 v CHCI3/MeOH (50/1). Mp: 70-72 °C. ESI-MS (m/z): 304.3 (M+1)*. '"H NMR
(CDCl3, 500 MHz), &/ppm: 4.94 (br, 1H), 3.20 (q, 4H, J=5.5 Hz), 2.71 (t, 4H, J=6.0 Hz), 1.43
(s, 18H). >*C NMR (CDCI3, 125 MHz) § 156.1, 79.2, 48.8, 40.3, 28.4. IR (ATR) 3322, 2974,
2933, 2820, 1671, 1541, 1281, 1163.

6.2 Syntéza N,N''-Bis(ferc-butyloxycarbonyl)diethylentriaminyl-
N'-[glycinbenzyl ester]

0]
O (& o O
>LOJJ\H/\/N\/\QJ\OJ<
10,73 g N,N'"-Bis(tert-butoxycarbonyl) diethylenetriaminu (35 mmol, 1 eq) bylo

rozpusténo v 120 ml DMF, nasledné bylo pfiddano 5,67 ml benzylbromoacetatu (35 mmol, 1 eq)
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a 5,98 ml triethylaminu (43 mmol, 1,2 eq). Reakce byla takto ponechana 14 h za laboratorni
teploty. Po zreagovéani se ke smési ptidalo 400 ml EtOAc a prob¢hla extrakce nasycenym
roztokem NaCl (300 mL) a nasycenym roztokem NaHCO3 (2x200 mL). Organickd faze byla
vysusena bezvodym Na»SOqs, zfiltrovdna a bylo odpafeno prebytecné mnozstvi rozpoustédla.
Produkt byl nasledné vycistén pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla
pouzita sm&s CHCI3/MeOH (100/1). Byly izolovéany 2,0 g produktu (vytéZek 13 %). Rf = 0,3
v CHCI3/MeOH (100/1). Mp: 54-56 °C. ESI-MS (m/z): 374.4 (M+Na)*. 'H NMR (CDCl3,
500MHz), é/ppm: 7.32 (m, SH), 5.14 (s, 2H), 3.41 (s, 2H), 3.14 (q, 4H, J=5.0 Hz), 2.73 (t,
4H, J=5.5 Hz), 1.44 (s, 18H). >*C NMR (CDCls, 125 MHz) § 171.7, 156.4, 135.8, 128.9, 128.7,
128.6, 77.8, 66.7, 55.4, 54.4, 38.9, 28.7. IR (ATR) 3368, 2974, 1745, 1696, 1564, 1526, 1506,
1163, 1145. [39]

6.3 Syntéza N,N''-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-
N'-glycinu

OH
o]
Boc\N/\/N\/\N,Boc
H H

2,1 g N,N"-bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N’'-[glycin-benzylesteru]
(4,65 mmol) bylo rozpusténo v 50 ml MeOH. Poté se ptidala smés 0,5 g Pd/C (10 %) s 10 ml
MeOH. Pomoci kohoutku byl pfipojen k banice balonek s H,. Takto reakce probihala 4 h za
laboratorni teploty. Po uplynuti daného ¢asu se sm¢s zfiltrovala ptes Celite a poté se proplachla
MeOH. Dile byla smés dana na vakuovou odparku pro odstranéni rozpoustédla. Nasledné se
piidal ether, pokracovalo se filtraci a dplnym vysuSenim produktu pod olejovou pumpou.
Produkt ¢inil 1,58 g (94% vytézek). Re= 0,65 v MeOH. Mp: 163-165 °C. ESI-MS (m/z): 384,3
(M+Na)". '"H NMR (DMSO-ds, 500MHz), 8/ppm:3.85 (s, 2H), 3.20 (bs, 4H), 3.10 (bs, 4H),
3.10 (bs, 4H), 1.38 (s, 18H). *C NMR (DMSO-ds, 125MHz) § 155.6, 78.0, 53.3, 53.1, 36.0,
28.1. IR (ATR) 3348, 2977, 2925, 1748, 1693, 1630, 1522, 1379, 1366, 1293, 1249, 1168. [39]
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6.4 Syntéza 1,2-Bis(bromoacetylamino)ethanu

O
H
N B
Br/wg \/\ﬁk/ r

Do banky se dvéma piivody se napipetovalo 6,68 ml ethylendiaminu (0,1 mol, leq)
a 100 ml CHxCl,. Poté se souCasné piikapdvaly dva roztoky, prvnim z nich byl roztok 33 g
K>COs3 (0,24 mol, 2,4 eq) ve 120 ml H,O a druhym byl roztok 26 ml bromoacetylbromidu
(0,3 mol, 3 eq) ve 120 ml CHCIs. Jakmile se tyto dva roztoky ptikapaly, nechala se smés
reagovat 12 h za laboratorni teploty. Reakci vznikly 2 fdze a vysledny produkt byl ve fazi
organické. Organicka faze byla vysuSena Na>SOs, ndsledné se provedla filtrace. U vodné faze
se provedla extrakce s AcOEt, ndsledovalo opét suseni pomoci Na,SOg a filtrace. Tyto frakce
se spojily a byly ddny na vakuovou odparku pro odstranéni rozpoustédla. Poté probéhla
rekrystalizace s EtOH. Vysledny produkt vazil 27 g (90 % vytézek). Rr= 0,16 v CHCls/MeOH
(50/1). Mp: 149-151 °C. ESI-MS (m/z): 302.9 (M+H)". 'H NMR (CDCls, 500MHz) §/ppm:
7.26 (bs, 2H), 3.19 (s, 4H), 2.97 (m, 4H). '*C NMR (CDCls, 125 MHz), § 166.5, 40.0, 29.6. IR
(ATR) 3294, 2938, 2860, 1645, 1542, 1480. [40, 41]

6.5 Syntéza N,N’-Bis[(bis{2-[(terc-butoxycarbonyl)amino]ethyl}

amino) acetyl]-1,2-diaminoethane, G0-Boc

Boc §oc
“NH NH
HN > N
Joo
HN HN.
| Boc
Boc

5,2 g N,N"-Bis(terc-butoxycarbonyl) diethylenetriaminu (17,0 mmol, 2 eq) bylo
rozpus$téno ve 100ml AcOEt. Do banky bylo ptiddno 2,56 g 1,2-bis(bromoacetylamino)ethanu
(8,5 mmol, leq) a roztok 3,55 g uhli¢itanu draselného (25,5 mmol, 3eq) ve 25ml vody. Smés
se nechala reagovat 14 h pod zpétnym chladicem a potom byla vyextrahovdna s vodou

(2x100 ml), vysusena bezvodym Na>SOs, zfiltrovdna a rozpoustédlo odpafeno. Vyslednd smés
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byla vyc¢isténa pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni fize byla pouZita smés
CHCI3/MeOH (20/1). Bylo izolovdno 4,3 g produktu (vytézek 67 %). Rf=0,55
v CHCI3/MeOH (10/1). Mp: 148-150 °C. ESI-MS (m/z): 769.7 (M+Na)*. '"H NMR (CDCls,
500MHz), 6/ppm: 7.23, (bs, 2H), 6.31 (bs, 4H), 3.51 (s, 4H), 3.16 (m, 8H), 2.97 (s, 4H), 2.45
(m, 8H), 1.85 (s, 36H). '*C NMR (CDCls, 125 MHz) & 171.7, 156.8, 79.1, 58.3, 55.0, 38.8,

38.4, 28.54. IR (ATR) 3370, 3285, 2979, 2943, 2827, 1685, 1655, 1564, 1521, 1277, 1211,
1174.

6.6 Syntéza chlorovodikové soli nulté generace, GO-HCI

.
HsN 4CI NHs

1,84 ¢ GO-Boc (1,1 mmol, 1 eq) bylo rozpusténo v 90 ml 4M HCl v dioxanu (360 mmol,
300 eq) a reakce byla michdna za pokojové teploty 20 h. Po uplynuti doby se dala barika na
vakuovou odparku pro odpafeni rozpousStédla a ndsledné pro tplné vysuSeni na olejovou
pumpu. Produkt &inil 1,19 g (98 % vytéZek). Mp: 150-153 °C. 'H NMR (D0, 500
MHz), é/ppm: 3.63 (s, 4H), 3.28 (s, 4H), 3.24 (t, 8H, J=6.0 Hz), 3.14 (t, 8H, J=6.0 Hz), 2,21 (s,
12H). 3C NMR (D0, 125 MHz) § 171.1, 56.0, 51.9, 38.6, 36.2, 30.2. IR (ATR) 3352, 3104,
1658, 1550, 1210, 1180, 1141
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6.7 Syntéza Boc chranéné prvni generace dendrimeru, G1-Boc

Boc I?oc
HN HN
{ L
N N/\/N“Boc
~ ] ©
Boc=NH o7 >NH NH

0,10 g GO-HC1 (0,2 mmol, 1 eq) se nechalo rozpustit ve smési tvofené 5 ml DMF a 4 ml
DMSO a poté byl roztok zchlazen na 0 °C. Po ochlazeni se ptidalo 0,4 ml DIEA (2,0 mmol,
10 eq) a dané reaktanty se nechaly za chladu michat 15 min. Po 15 min se piidalo 0,36 g N,N"-
Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N"-glycinu (1,0 mmol, 5 eq), 0,38 g HBTU
(1,0 mmol, 5 eq), a 0,18 g HOBt hydratu (1,0 mmol, 5 eq). Smé&s se nechala reagovat 14 h za
laboratorni teploty. Po probéhlé reakci bylo ptfiddno 120 ml CHCl3 a nésledné se provedla
extrakce se 40 ml H>O a 40 ml nasyceného roztoku NaHCO3, tato extrakce se provedla dvakrat.
Poté byla provedena dalsi extrakce s 25 ml H20 a 25 ml nasyceného roztoku NaHCOs3 (2x, aby
byla jistota, Ze se rozpoustédla DMF a DMSO odstrani co moznd nejvice). Nésledné se
organickd faze nechala vysuSit pomoci NaSOs4, déle se produkt zfiltroval a byl ddn na
vakuovou odparku pro odstranéni zbytku rozpoustédla. Produkt byl vy¢istén pomoci sloupcové
chromatografie. Pouzitd mobilni fize byla smés CHCI3/MeOH v poméru 20/1 a v pribéhu
eluce byla mobilni fize ménéna na polarngjsi (10/1). Produkt €inil 320 mg (vytéZek 89 %).
Rf=0,25 v CHCl/MeOH (10:1). Mp: 89-91 °C. ESI-MS (m/z): 882.7 (M+2Na)**, 1742,1
(M+Na)*. 'THNMR (CDCls, 500MHz), §/ppm: 7.71, (bs, 2H), 6.23 (bs, 4H), 6.02 (bs, 8H), 3.47
(s, 4H), 3.31 (q, 8H, J=6 Hz), 3.21 (bs, 4H), 3.17 (m, 16H)3.11 (bs, 8H), 2.67 (bs, 8H), 2.59
(bs, 16H), 1.43 (s, 72H). 1*C NMR (CDCl3, 125 MHz) & 171.93, 156.61, 79.09, 59.08, 55.58,
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55.06, 39.83, 39.17, 38.61, 37.89, 28.49. IR (ATR) 3318, 2977, 2933, 1691, 1660, 1527, 1274,

1251, 1169.

6.8 Syntéza chlorovodikové soli prvni generace, G1-HCI
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Do banky s G1-Boc (2,2 mmol, 1 eq) se pomoci stiikacky pfidalo 60 ml 4M HCI

v dioxanu (220 mmol, 100 eq) (pod inertnim plynem) a reakce se nechala michat 14 h za

laboratorni teploty. Po uplynuti doby se dala banika na vakuovou odparku pro odpateni

rozpoustédla a nasledné se pro Uplné vysuseni dala na olejovou pumpu. Produkt ¢inil 2,64 g
(vytézek 99 %), Mp: 154-157 °C. '"H NMR (D:0, 500 MHz), 8/ppm: 4.25 (s, 4H), 3.70 (t, 8H,
J=6.0 Hz), 3.54 (t, 8H, J=6.0 Hz), 3.49 (s, 8H), 3.44 (s, 4H), 3.18 (t, 16H, J=6.5 Hz), 2.98 (t,
16H, J=6.5 Hz). >*C NMR (D-0, 125 MHz) § 174.5, 165.6, 56.5, 55.4, 54.9, 52.0, 38.9, 37.1,

34.7,30.6. IR (ATR) 3071, 1681, 1541, 1203, 1131.
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6.9 Syntéza Boc chranéné druhé generace dendrimeru, G2-Boc
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2,7 g G1-HCI (2,3 mmol, 1 eq) bylo rozpusténo v 70 ml DMSO. Nésledné byla smés
ochlazena na 0 °C a poté se pridalo 7,8 ml DIEA (44,8 mmol, 20 eq). Za téchto podminek byla
sme¢s michdna 15 minut. Po 15 minutich se pfidalo ke smési 8,1 g N,N"-Bis(terc-
butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N'"-glycinu (23 mmol, 10 eq) rozpusténého v 10 ml
DMSO, 8,2 g HBTU (23 mmol, 10 eq) a 3,9 g HOBt hydratu (23 mmol, 10 eq). Smé&s se nechala
reagovat 18 h za laboratorni teploty. Po uplynuti daného Casu se banika se smési dala na
vakuovou odparku pro odpateni co nejvétstho mnozstvi DMSO. Poté se piidalo 600 ml CHCl3
a byla provadéna extrakce se 100 ml H,O a 100 ml nasyceného roztoku NaHCOs3. Extrakce se
takto provedla celkem tfikrit. Nasledn¢ byl produkt dédn na vakuovou odparku pro odstranéni
rozpoustédla a poté pro tiplné vysuseni na olejovou pumpu. Ci§téni bylo provedeno pomoci
sloupcové chromatografie za pouziti mobilni faze CHCl3/MeOH (10/1). Vysledny produkt ¢inil
3,37 g (vytézek 40,71 %). Rr = 0,3 v CHCI3/MeOH (7/1). Mp: 124-126 °C. ESI-MS (m/z):
1244,9 (M+3Na)**, 1855,7 (M+2Na)**. '"H NMR (CDCls, 500MHz) §/ppm: 3.29 (m, 40H), 3.24
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(bs, 16H), 3.16 (s, 16H), 3.11 (s, 16H), 2.69 (m, 24H), 2.57 (s, 32H), 1,42 (s, 144H). *C NMR
(CDCIs, 125 MHz) 6 171.9, 156.6, 79.0, 59.1, 55.5, 39.7, 38.6, 37.8, 28.5. IR (ATR) 3307,
2974, 2931, 1691, 1659, 1525, 1274, 1251, 1171

6.10 Syntéza chlorovodikové soli druhé generace, G2-HCI
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Do baiiky s 2,4 g G2-Boc (0,64 mmol, 1 eq) se pomoci stitkacky ptidalo SO ml 4M HCI
(200 mmol, 300 eq) (pod inertnim plynem) a reakce se nechala michat 14 h za laboratorni
teploty. Po uplynuti doby se dala bailkka na vakuovou odparku pro odpafeni rozpoustédla
a nasledné se pro Uplné vysuSeni dala na olejovou pumpu. Produkt ¢inil 1,7 g (vytézek 99 %).
Mp: 180-183 °C. '"H NMR (D20, 500 MHz), 6/ppm: 4.29 (s, 8H), 4.25 (s, 4H), 3.75 (s, 16H),
3.70 (t, 16H, J=6.0 Hz), 3.62 (s, 16H), 3.55 (m, 24H), 3.43 (s, 4H), 3.23 (t, 32H, J=6.5 Hz),
3.09 (t, 32H, J=6.5 Hz), 2.21 (s, 48H). *C NMR (D-0, 125 MHz) § 173.4, 166.4, 165.6, 67.2,

56.7,55.7,54.9, 54.3,52.4, 37.1, 35.0, 30.9. IR (ATR) 2991, 1668, 1541, 1203, 1130.
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6.11 Syntéza Boc chranéné treti generace dendrimeru, G3-Boc
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1,8 g G2-HCI (0,7 mmol, 1 eq) bylo rozpusténo ve 35 ml DMSO a smés byla zchlazena
na 0°C. Nésledné bylo pfidéno 4,8 ml DIEA (27,6 mmol, 40 eq) a za téchto podminek se smés
nechala michat 15 min. Po uplynuti 15 min se do banky pfidalo 4,8 g N,N"-Bis(terc-
butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N"-glycinu (14 mmol, 20 eq) rozpusSténého v 10 ml
DMSO, 5,0 g HBTU (14 mmol, 20 eq) a 2,3 g HOBt hydratu (14 mmol, 20 eq). Smé&s se nechala
reagovat 26 h. Po zreagovani bylo do smési pfidano 10 ml toluenu a smés byla ddna na
vakuovou odparku (toluen vytvofil azeotropni smés a rozpousStédlo bylo 1épe a rychleji
odpatitelné). Poté bylo ptidano 500 ml CHCls a byla provedena extrakce s 200 ml H,O a 200 ml

nasyceného roztoku NaHCOs. Takto byla extrakce provedena celkem tiikrat. Néasledné se
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odstranila pfebytecnd voda pomoci Na>SO4, smés se zfiltrovala a ddle byla ddna na vakuovou
odparku pro odstranéni rozpoustédla. Produkt byl ¢iStén pomoci sloupcové chromatografie
v mobilni fazi CHCI3/MeOH v poméru 10/1 (v priibéhu eluce ménéno na polarnéjsi mobilni
fazi 10/1 - 5/1 - 3/1). Vysledny produkt ¢inil 1,7 g (vytéZek 32,1 %). Ry = 0,1 (ve smési
CHCI3/MeOH v poméru 5/1). Mp: 119-121 °C. ESI-MS (m/z): 706.2 (M+9Na+2H)'!'*. 'H
NMR (CDCl3, S00MHz), 8/ppm: 3.36-3.05 (m, 184H), 2.67 (m, 56H), 2.57 (s, 64H), 1.40 (s,
288H). '*C NMR (CDCl3, 125 MHz) & 171.9, 156.6, 79.0, 58.2, 55.4, 55.0, 40.0, 38.6, 37.7,

37.5,28.5. IR (ATR) 3311, 2979, 2936, 1690, 1660, 1526, 1274, 1249, 1171

6.12 Syntéza chlorovodikové soli tireti generace, G3-HCI
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Do baiky s 1,6 G3-Boc (0,2 mmol, 1 eq) se pomoci stitkacky piidalo 100 ml
4M HCI (400 mmol, 2000 eq) (pod inertnim plynem) a reakce se nechala michat 24 h za
laboratorni teploty. Po uplynuti doby se dala banka na vakuovou odparku pro odpareni
rozpoustédla a ndsledné se pro uplné vysuseni dala na olejovou pumpu. Produkt ¢inil 1,17 g
(vyt&zek 99 %). Mp: 207-210 °C. 'H NMR (D0, 600 MHz), §/ppm: 3.80 — 3,65 (m, 84H),
3.62 - 3.55 (m, 92H), 3.23 (t, 64H, J=6.0 Hz), 3.07 (t, 64H, J=6.0 Hz). '*C NMR (D-0,
200 MHz) ¢ 173.9, 166.3, 166,2, 165.6, 72.2,71.3, 67.2, 63.2, 60.9, 56.9, 55.7, 55.0, 54.1,
52.4,43.9,37.3,35.0, 30.9. IR (ATR) 3059, 1668, 1539, 1204, 1131
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7.Permeace

7.1 Ex vivo permeacni pokusy

Nésledovaly ex vivo permeacni pokusy s vySe nasyntetizovanymi generacemi
dendrimert a 1écivem 5-FU. Konkrétn¢ byly provedeny pokusy s GO-HCI, G1-HCI, G2-HCl
a G3-HCl.

Pro ex vivo permeacni pokusy byla vyuZita klze pacientii, ktefi podstoupili
abdominoplastiku v Prvnim priviatnim chirurgickém centru s.r.o. Sanus v Hradci Krilové.
Veskery proces odbéru lidské kiize probihal v souladu s pravidly schvdlenymi Etickou komisi
pii Prvnim privatnim chirurgickém centru s.r.o. Sanus, Hradec Kralové a dle principti Helsinské
deklarace. Po transportu byl z kiiZze skalpelem odstranén podkozni tuk, kiize byla omyta a
osusena a skladovdna pfti -20 °C. Pfed experimentem byla kiiZze voln€ rozmraZena a nafezdna
na plochu velkou pfiblizné 2x2 cm?. KiiZze byla vloZena epidermis nahoru mezi teflonové
drzéky (fixace silikonovou vazelinou), které byly uchyceny mezi donorovou a akceptorovou
¢ast Franzovy cely pomoci gumicek — viz obrazek ¢.13. Do spodni (akceptorové) ¢asti bylo
umisténo magnetické michadlo a tato ¢4st cely byla naplnéna PBS o pH=7,4 s pfidavkem
gentamicinu (0,005g/1; antimikrobidlni stabilita). Takto ptfipravené cely byly umistény na
magneticky plat do vany s destilovanou vodou, kde probéhla ekvilibrace na 32 °C (cely byly
na magnetickém platu ponechdny 10 h, do naneseni vzorkil). Po cely ¢as experimentu byla

udrZovdna stél4 teplota 32 °C, coZ je teplota lidské kiiZe. [42]

Franzova difizni cela

donorovi édst

—
Fy
\ vzorek kiie 4 '/?— plnici otvor
| / [odb&r vzorkii)

akceptorova tdst (v této
cast se nachazi PBS pufr o
pH=7,4

michadlo

Obrdzek ¢. 13 — Zobrazeni Franzovy difiizni cely
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Byly ptipraveny celkem 4 ptipravky obsahujici 5-FU a dendrimer GO, G1, G2 a G3
v roztoku 60% propylenglykolu (PG) v H>O. Koncentrace dendrimeru v kazdém vzorku byla
20 mg/ml a koncentrace 5-FU byla 4,75 mg/ml. Jako kontrola byl pouZzit roztok 5-FU v 60%
PG stejné koncentrace. 100 ul kazdé formulace bylo aplikovano na kuzi.

Kazda formulace byla ponechdna na kiizi 24 h pfi teploté 32 °C. Po 24 h byl odebran
vzorek akceptorové faze (0,5 ml), cely byly rozebrany a déle se pracovalo s pouZitou kazi.
Nejprve byla vyseknuta permeacni plocha a zahfatim na 80 °C byla pomoci pinzet opatrné
oddélena epidermis od dermis a ob¢ Casti byly umistény do vialky a zvaZeny. Nésledovala
extrakce epidermis a dermis ve vialce s ACN. Epidermis byla vytiepdvédna se 2 ml ACN, dermis
s 5 ml ACN po dobu 24 h. Poté bylo extrakeni ¢inidlo zfiltrovano pfes vatu a probéhla analyza
pomoci HPLC. Pro analyzu extraktd z epidermis a dermis byla pouZita nasledujici metoda:
pouzita kolona byla ZIC-HILIC, 5 um, 200 A, 150x4,6 mm, teplota byla nastavena na 45 °C,
jako mobilni fidze byla pouZita smés ACN/acetidtovy pufr v poméru 95/5 (2,5 mM, pH 4).
Rychlost prutoku byla 0,75 ml/min, UV detekce probihala pti 264 nm, retencni ¢as 5-FU ¢inil
5,3 min. Injekéni objem byl 50 pL a rozsah kalibraéni kiivky byl 0,01-5 ug/ml (R?=0,9998605).
Doba analyzy byla pro epidermis 15 min, pro dermis 30 min. Pro analyzu akceptorové faze byla
pouzita ndsledujici metoda: pouzitd kolona byla Lichrospher 250x4 mm, Sum, teplota byla
nastavena na 35 °C, jako mobilni faze byla pouzita 5% MeOH v H>O. Rychlost priitoku byla
1 ml/min, UV detekce probihala pfi 265 nm, reten¢ni ¢as 5-FU ¢inil 3,6 min. Injekéni objem
byl 50 pL a rozsah kalibraéni kiivky byl 0,05-50 pg/ml (R*= 0,9999895). Doba analyzy byla

pro akceptorovou fazi 30 min.
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Vysledky a diskuze

Schopnost dendrimert zvySovat ukldddni a permeabilitu pro 1éCivé latky byla jiz
prokdzana a prezentovédna v teoretické ¢asti této prace. ProtoZe peptidické dendrimery (obrizek
¢.14, struktura A) a PAMAM dendrimery (obrazek ¢. 14, struktura B) byly ve velké mite
studovany jako enhancery (trans)dermalni permeace [38, 43, 44], byly jejich struktury pouzity

jako vychozi pro nové dendrimery, které by mé€ly podobné vlastnosti, vhodné pro enhancery.
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/\/N \/\[fN\/\NHz
HzN j(\/
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H j\
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Obrdzek ¢. 14 — Struktura peptidickych (A) a PAMAM (B) dendrimerti
Specidlni strukturdlni charakteristiky t€chto molekul jsou (a) aminoskupiny na periferii,
(b) amidové vazby propojujici vétvé dendrimert a (c) maly alifaticky fetézec mezi funkénimi
skupinami. S ohledem na tyto vlastnosti byla béhem ptedeslé price navrzena nova série
dendrimerd. [45] Diky tomuto primarnimu pfistupu byly vyvinuty molekuly az do G3 pres
specidlné postaveny monomer bis(2-((ferc-butoxykarbonyl)amino)ethyl)glycin (viz obrdzek

¢. 15 struktura 3). Tento monomer byl ptipraven tiikrokovou syntézou (viz obrazek €. 15).

43



H
N
N HoN™ > " NH,

0 o N DCM ~ H H
S s ) — | e — N
Boc N Boc
oo o© N rt =N toluene H
1
59 %
OH
Br
/j.( o Hy, 10% Pd/C 6}
> Boc., ~_N._~,,-Boc —_— Boc\N/\/N\/\N,Boc
N N DMF, t, 14h N N

EtsN, DMF, 1t )

65 % 88 %
Obrdzek ¢.15 — Syntéza monomeru bis(2-((terc-butoxykarbonyl)amino)ethyl)glycinu

V této studii byl pouZzit stejny monomer, ale syntéza se liSila findlni hydrogenaci.

Tentokrat byl pouZit jako rozpoustédlo MeOH misto DMF (obrazek ¢. 16). Tato modifikace

podminek nejen zvySila vytéZek reakce (94 % misto 88 %), ale také drasticky sniZila Cas reakce

(4 h misto 14 h). Tyto zmény byly nejspiSe zplisobeny lepsi rozpustnosti vodiku v MeOH misto

v DMF. [46] Na druhou stranu, bylo pouZito vysoce hotlavé rozpoustédlo (MeOH), coz zvySuje

risk provadéné reakce a musi byt zdiiraznéno, Ze by mély byt pouZity striktné inertni podminky.

o) OH
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Obrdzek ¢.16 — Zobrazeni findlniho kroku u syntézy monomeru bis(2-((terc-
butoxykarbonyl)amino)ethyl)glycinu
Pro rlst generaci dendrimeri byl nasledovan dvou krokovy proces. Nejprve byla
molekula niZs§i generace pfevedena na amonnou sul pfes deprotekci Boc — skupiny pouZitim
kyseliny. Nésledovala konjugace amonné soli s monomerem pies tvorbu amidové vazby. Tato
konjugace umoznila vznik struktury dal$i generace, kterd ma diky struktuie monomeru na
periferii Boc- skupiny. Tyto skupiny na periferii mohou byt pak déle odstranény, a vznikl4 stl

tak mliZe znovu reagovat s monomerem a vytvofit dalsi generaci. (viz obrazek ¢. 17)
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Obrdzek ¢.17 — Zndzornéni deprotekce a konjugace s monomerem cili vznik ndsledujici
generace dendrimerii

V piedeslém piistupu byly Boc- skupiny odchranény pouZzitim trifluoroctové kyseliny
(TFA), tudiz vznikla odpovidajici TFA sil. Tyto soli pak byly pouZity pro permeacni pokusy
na ku0zi. AvSak v literatufe byly nalezeny zminky o cytotoxicité trifluoroctového aniontu
(TFA"). [47] Navic nadbytek TFA mutze kvili zméné pH zplsobit interakce s molekulami
a modifikovat tak konformaci peptidi nebo proteinti. [48—50] Kvtli témto komplikacim, které
mohou TFA™ zptsobovat, jsou jako alternativa pro pouziti béhem in vitro a in vivo studii
navrhovény jiné druhy aniontt. [51] Jeden ze zpiisobu, jak piedejit moznym piekdzkam, je
zaménit TFA™ za biokompatibilni iont, jako napt. chlorid (CI') nebo acetat (Ac’). V této praci
bylo cilem syntetizovat a déle pouZzit HCI soli molekul pro permeaéni experiment. Aby byly
ziskdny pozadované HCI soli, Boc- deprotekce byla provedena pouZzitim 4M HCI roztoku
dioxanu. VSechny reakce pro Boc- deprotekci poskytly odpovidajici soli ve vynikajicich
vytéZzcich. Dédle by mélo byt zminéno, Ze pouZziti HCl soli pro rlst generaci (misto
odpovidajicich TFA soli) pozitivné ovlivnilo vytézky nasledujicich konjugacnich reakci.
V tabulce €. 1 je uvedeno porovnani vytézkli po Boc- odchranéni a vzniku amidovych vazeb

pii pouziti predeslého a nyné&jSiho pfistupu.

Slou¢enina | Vytézek (%) | Sloucenina | Vytézek (%)
GO-TFA 87 GO-HCI 98
G1-Boc 48 G1-Boc 89
G1-TFA 91 G1-HCI 99
G2-Boc 37 G2-Boc 40
G2-TFA 87 G2-HCl 99
G3-Boc 25 G3-Boc 32
G3-TFA 95 G3-HCI 99

Tabulka ¢. 1 — Porovndni vyteZkii pri pouZiti nynejsiho a predeslého postupu
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Po uspésné syntéze pozadovanych molekul az do G3, doslo k pokusu izolovat G4.
I'kdyz se reakéni smés nechala béZet tfi dny za dfive uUspéSnych podminek, ziskané
spektroskopické tdaje nemohly podpofit izolaci pozadované dendritické molekuly G4. Selhani
bylo pfic¢itdno nedostatecné drastickym podminkdam. Molekuly vysSich generaci maji na své
periferii vice funk¢nich skupin a konjugace monomeru je tak kvili sterickym problémim
obtizné&jsi neZ pro generace nizsi. Drastictéj$i podminky, napt. vySsi reakéni teplota, by mohly
byt potencidlné prospésné, ale reakce nebyla opakovana, protozZe izolace molekuly G4 nebyla
prioritou tohoto vyzkumu. Pfesto byl ziskan uZite¢ny vysledek pro budouci experimenty.

Poté co byly syntetizovany pozadované HCI soli Ctyf nizS§ich generaci dendrimerti
(GO-HCI, G1-HCI, G2-HCI a G3-HCI), byl proveden ex vivo permeacni experiment. Pro tento
experiment byl jako vehikulum pouZzit 60% roztok PG v H>O. PG byl dfive pouZivin
v permeacnich experimentech na ktzi bud’ jako kosolvent Spatné rozpustnych 1éciv [52] nebo
jako enhancer pro pfipravu topickych ptipravki. [53] AvSak pifesny mechanismus pisobeni PG
jako enhanceru neni dosud zcela objasnén. [54] V kazdém vzorku byla koncentrace 5-FU
4,75 mg/ml. Tato koncentrace byla zvolena, protoZe se jednd o koncentraci 5-FU ve Verrumalu,
coz je v Ceské republice komeréné dostupny farmaceuticky roztok 5-FU. Koncentrace
dendrimert byla 20 mg/ml. Jako kontrola byl pouZit roztok 4,75 mg/ml 5-FU v 60% PG v H,O
a pro porovnani byl pouzit také Verrumal. Vysledky permeace 1é€iva do epidermis, dermis

a akceptorové faze jsou shrnuty v nésledujicich grafech.
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Obrdzek ¢.18 — Graf zndzornujici ukldddni 5-FU v riznych formulacich v epidermis
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Graf na obrazku ¢. 18 pfedstavuje ukladani 5-FU v epidermis po aplikaci rtiznych
formulaci. Verrumal dorucil 0,405 £ 0,128 pg 5-FU na mg tkéné, zatimco odpovidajici hodnota
pro kontrolni roztok byla 0,062 + 0,011 pg. U piipravkll obsahujicich dendrimery byla
zaznamendna depozice 1éCiva zavisld na generaci. Konkrétné bylo zjiSténo, ze piipravky
obsahujici GO-HCI, G1-HCI, G2-HCI a G3-HCI dorucily 0,050 £ 0,005, 0,060 + 0,014,
0,066 £ 0,014 a 0,125 £ 0,032 pg ucinné latky na mg epidermis. Je evidentni, Ze formulace
obsahujici dendrimery nebyly schopny dodat do epidermis vice uc¢inné latky neZ komercné
dostupny farmaceuticky roztok. Ddle bylo zjiSténo, Ze formulace obsahujici dendrimery byly
schopny dodat do epidermis srovnatelné mnozstvi 5-FU jako kontrolni formulace. Kromé toho
byl zaznamenédn rostouci trend u formulaci obsahujicich dendrimer s rdstem generaci
dendrimerd. Z toho Ize usoudit, Ze tyto piipravky dodédvaji 5-FU do epidermis generac¢né

zéavislym zpisobem, i kdyz rozdily nejsou statisticky vyznamné.

dermis

0.15+

0.10+

0.054

ug 5-FU/mg dermis

Obrdzek ¢.19 — Graf zndzornujici ukldddni 5-FU v dermis
Graf na obrdazku ¢. 19 pfedstavuje ukldddni 5-FU v dermis. Verrumal dorucil
0,074 £ 0,009 ug 5-FU na mg tkang, coz bylo nejvétsi mnozstvi v porovnani s ostatnimi
formulacemi. Kontrolni roztok 5-FU v 60% PG v H>O ulozil 0,009 + 0,002 pg 5-FU na mg
tkdn¢, coZ bylo nejnizsi doru¢ené mnozstvi ucinné latky do tkdné. U piipravkil obsahujicich
dendrimery, podobné jako v epidermis, byla zaznamenéna depozice 1éCiva zavisla na generaci.

Konkrétné bylo zjisténo, Ze pfipravky obsahujici GO-HCI, G1-HCI, G2-HCI a G3-HCI
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dodévaji 0,017 + 0,002, 0,021 + 0,004, 0,026 + 0,003 a 0,041 + 0,007 ng ucinné latky na mg

dermis.
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Obrdzek ¢.20 — Graf zndzornujict depozici 5-FU v akceptorové fdzi

Graf na obrazku ¢. 20 ptedstavuje depozici 5-FU v akceptorové fazi. Verrumal znovu
dorugil nejvyssi mnoZstvi 5-FU (170,0 pg na cm? kiize). MnoZstvi 1é¢iva, které proslo do
akceptorové faze po aplikaci kontrolniho roztoku 5-FU v 60% PG v H>O, nebylo detekovatelné.
Formulace obsahujici dendrimery, podobné jako v predchozich ptipadech, dorudily vySsi
mnoZzstvi léCiva do akceptorové faze, opct v zavislosti na zvySujici se generaci. Konkrétné bylo
zjiSténo, Ze po aplikaci formulace obsahujici GO-HCI, G1-HCI, G2-HCI a G3-HCI bylo
v akceptorové fazi detekovano 1,614 + 0,575, 3,474 + 1,255, 7,309 £ 0,840 a 19,360 £ 7,010 pg

Gi¢inné 1atky na cm? kiize.
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Obrdzek ¢. 21 — Shrnuti depozice 5-FU v epidermis, dermis a akceptorové fdzi
Aby bylo snazsi vysledky z jednotlivych kompartmenti pfimo porovnat, je uveden
obréazek €. 21, ktery shrnuje depozici 5-FU v epidermis, dermis a akceptorové fazi a zaroven
zobrazuje korespondujici strukturu dendrimeru. 5-FU je ti¢inna latka pouzivana k 1é¢b¢ koznich
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poruch, jako je aktinickd kerat6za [55] a karcinom bazalnich bun¢k. [56] Obé malignity vznikaji
z epidermadlnich melanocytt, které jsou lokalizovany ve spodni ¢asti koZni epidermis (bazalni
vrstva). [57, 58] Uéinny systém pro dorudeni 1é&iv na tato onemocnéni by tedy mél byt schopen
zlepsit ukladani ucinné latky do epidermis, a pfitom se vyhnout jejimu dodavani do dermis nebo
krevniho obéhu.

Podle vysledkt ziskanych v tomto vyzkumu, doddva komer¢éné dostupny farmaceuticky
roztok do epidermis velmi vysoké mnoZstvi 5-FU. Na druhou stranu, uklddédni i¢inné latky neni
selektivni, protoze bylo detekovdno velmi vysoké mnozstvi 5-FU v dermis a v akceptorové fazi.
Roztok 5-FU v 60% PG v H,O dodal do epidermis nizsi mnozstvi 1éCiva neZ Verrumal (6,5krat
niz$i), ale mél velmi dobrou selektivitu, protoZe t¢innd latka byla detekovana pouze ve vrstviach
ktize bez jakéhokoli detekovatelného mnoZstvi v akceptorové fazi. Bylo zjisténo, Ze formulace
obsahujici dendrimery dodavaji vys$s$i mnoZstvi aktivni latky, kdyZ je generace vysSsi bez
jakékoli selektivity. Formulace obsahujici G3-HCI ve vSech ptipadech doddvala nizZ${ mnozstvi

1éCiva nez Verrumal a vy$si mnoZstvi 1éCiva nez kontrolni roztok. Lze tedy dojit k zavéru, Ze

Vv s

1%

ucinngjsi nez kontrola, ale méné bezpecna.

Jak bylo diive uvedeno, koncentrace dendrimeru ve formulacich byla 20 mg/ml. Podle
dostupnych informaci neexistuje Zadn4 specifikace optimalni koncentrace dendrimeru, kterd by
m¢éla byt pouzita k dosazeni lepSich vlastnosti. Pfedchozi vyzkumy uvadéji pouZiti dendrimeru
PAMAM pro ukladani 5-FU do praseci kuze. [38, 43] Byly pouzity riizné generace (od G2-NH>
do G6-NHz) s aminoskupinou na periferii, zatimco G4-NH> byl pouzit ve tfech riznych
koncentracich (0,1; 1 a 10 mM). PAMAM dendrimery s aminoskupinami na periferii byly
schopné zvysit doddvani 1é¢iva do kiZe po 48 hodindch genera¢né zdvislym zplsobem
(G2-NH> < G4-NH; < G6-NH»). Vysledky této prace jsou v souladu s témito diivéjSimi
zjisténimi. Ddle bylo prokazano, Ze koncentrace dendrimeru ve formulaci je zdsadni. Ze ti{
ruznych koncentraci pouZitych pro G4-NH: bylo mnozstvi 1é¢iva dodaného do klize vyssi, kdyz
byla koncentrace dendrimeru niz§i. Tento diikaz mtiZe naznaCovat, Ze koncentrace dendrimeru
pouzitd v této praci nebyla optimdlni a pro podpofeni této hypotézy jsou nutné dalsi

experimenty.
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Zavér

V této praci byla navrZena a syntetizovana nové tiida dendrimert s aminoskupinami na
periferii a ethylenediaminovym jddrem, kterd byla inspirovdna strukturou PAMAM
dendrimera. Opakujici se motiv bis(2-aminoethyl)glycinu byl vyuzit pro rast generaci az do
tieti generace. Byly pfipraveny nové dendritické molekuly nulté, prvni, druhé a tfeti generace
ve form¢ chlorovodikové soli, pro kterou se pfedpokldadd, Ze méd vhodnéjSi vlastnosti pro
aplikaci na kiZzi (pfedevSim niZ$i cytotoxicitu nez diive pouZitd trifluoroctova sil). Tyto
molekuly byly pouzity jako enhancery koZzni permeace ve formulacich obsahujici 1é¢ivo
5-fluorouracil a testovany pro svou schopnost dorucit toto 1é¢ivo do ktize.

Vysledky ukézaly, Ze dendrimery v koncentraci 20 mg/ml v 60% propylenglykolu ve
vodé jako vehikulu jsou schopny dorudit 5-fluorouracil do riznych vrstev kiize a do
akceptorové faze Franzovych cel, a to generacn¢ zavislym zptsobem bez jakékoli selektivity.

Do budoucna by bylo vhodné otestovat také rizné koncentrace dendrimerti ve formulacich.
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Seznam zkratek

ACN acetonitril

Boc20 di-terc-butyldikarbonyl

Boc terc-butyloxykarbonyl

DDAIP dodecylester kyseliny 2-(dimethylamino)propanové
DDAK Dodecylester kyseliny N,N-dimethyl-6-aminohexanové
DMF dimethylformamid

DIEA N,N'"-diisopropylethylamin

DMSO dimethylsulfoxid

EtOAc ethylacetat

EtOH ethanol

ESI ionizace elektrosprejem

5-FU S-fluorouracil

GO nulta generace dendrimeru

Gl prvni generace dendrimeru

G2 druhd generace dendrimeru

G3 tfeti generace dendrimeru

G4 ¢tvrta generace dendrimeru

HBTU N,N,N',N'-tetrametyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uroniumhexafluorofosfat
HOBt 1-hydroxybenzotriazol

HPLC vysokoucinnd kapalinovd chromatografie

IPM isopropylmyristat

IR infracervena spektroskopie

MeOH methanol

Mp teplota tani

MS hmotnostni spektrometrie

NMR nukledrni magnetickd resonance

NSAIDs nesteroidni antiflogistika

PAMAM polyamidoamino

PBS izotonicky fosfatovy pufr
PG propylenglykol
Ry reten¢ni faktor
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SC
T12
TFA
TLC

stratum corneum
transkarbam 12
trifluoroctové kyselina

tenkovrstva chromatografie
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